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= (54) Title: METHOD FOR IMMOBILIZING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR IMMOBILISIERUNG VON NUKLEINSAUREN 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for immobilizing nucleic acids on one of the surfaces of a non-porous organic 
polymeric material which does not carry any primary and/or secondary amine groups. The inventive method comprises the following 
^ steps: (a) an aqueous solution containing a nucleic acid as well as a dissolved salt is prepared, whereby the cation of the salt is selected 
^ from the group comprised of sodium, magnesium and of mixtures of these cations ; (b) the solution mentioned in step (a) is brought 
SO into contact with the surface of the polymeric material, and; (c) the surface of the polymeric material, which is in contact with the 
0\ solution, is irradiated with UV light after step (b) or simultaneously thereto. 

^ ( 57 ) Zusammenfassung: Die Erfindung lehrt ein Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauren an einer Oberflache eines 
^ nichtporosen organischen Polymerwerkstoffs, welcher keine primaren und/oder sekundaren Amingruppen tragt, mit den folgenden 
Verfahrensstufen: (a) es wird eine wassrige Losung enthaltend eine Nukleinsaure sowie ein gelostes Salz, wobei das Kation des 
Q Salzes ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus "Natrium, Magnesium und Mischungen dieser Kationen", hergestellt, (b) die 
^ Losung aus Stufe (a) wird mit der Oberflache des Polymerwerkstoffs kontaktiert, (c) nach oder gleichzeitig mit Stufe (b) wird die 
^ Oberflache des Polymerwerkstoffs, welche in Kontakt mit der Losung steht, mit UV-Licht bestrahlt. 
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. Verf ahren zur Immobilisierung von NukleinsSuren 
Gebiet der Erfindung 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilis- 
iorung von Nukleinsauren an einer Oberflache eines 
organischcn Polymerwerkstoff s mit den folgenden Ver- 
fahrensstufen: a) es wird eine wafirige Losung enthal- 

10 tend eine NukleinsSure hergestellt, b) die Losung aus 
Stufe a) wird mit der Oberflache des Polymerwerkstof f s 
kontaktiert, c) nach oder gleichzeitig mit Stufe b) 
wird die. Oberflache des Polymerwerkstof fs, welche in 
Kontakt mit der Losung steht, mit UV-Licht bestrahlt, 

15 ein Immobilisat, .erhaltlich mittels eines solchen Ver- 
fahrens, sowie die Verwendung eines solchen : 
Immobilisats . 

20 Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik. 

In vielen Bereichen der Biochemie ist es erf orderlich, 
Nukleinsauren, insbesondere kurze Oligonukleotide mit 
20 bis 200 Nukleotiden, durch Bindung an einem Sub- 

25 strat zu immobilisieren. Ein typischer Anwendungsbe- 
reich ist durch die sogenannten Nukleinsaurechips 
gegeben, bei welchen verschiedene Nukleinsauren in 
verschiedenen Arealen, mit entsprechender Zuordnung^ 
einer Oberflache eines Substrates bzw. Tragerbauteiles 

30 gebunden sind. Eine Bindung einer Nukleinsaure an eine 
Oberflache eines Festkorpers kann grundsatzlich 
beispielsweise adsorptiv, durch Physisorption oder 
Chemisorption, erfolgen. Wunschenswerter ist jedoch 
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eine .covalente Bindung, da diese vergleichsweise fest 
ist -und ein storendes Herunterwaschen von gebundenen 
Nukleinsauren in subsequenten Prozessierungs- oder 
Analysestufen unter iiblichen Bedingungen zuverlassig 
5 verhindert. 

Die Literaturstelle Nagata et al., FEBS Letters 
183:379-382, 1985, beschreibt die Adsorption geklonter 
DNA mit ca. 4 0 kB an Polystyrol. Hierbei wurde in PBS 

10 (8 mM Na 2 P0 4 , 1,5 mM KH 2 P0 4 , 137 mM NaCl, 2,7 mM KC1) 
mit 0,1 M MgCl 2 gearbeitet und erst nach Aspirieren 
mit UV bestrahlt. Ahnliches ist in den Literaturstel- 
len FR2663040, US5510085 und Nikiforov et al., PCR 
Methods Applic. 3:285-291, 1994, beschrieben. Die Lit- 

15 eratu.rstelle Keller et al., J. Clin. Microbiol. 29: 
638-641, 1991, beschreibt die Adsorption von Phagen 
DNA mit ca. 7 kB an Plastikmaterialien. Die Litera- 
turstelle Nikiforov et al., Nucleic Acids Res. 22: 
4167-4175, 1994 beschreibt die Adsorption von Oli- 

20 gonukleotiden uber eine fiber kationische Detergenzien 
vermittelte Bindung. In diesem Stand der Technik han- 
delt es sich bei den Nukleinsauren typischerweise urn 
langere DNA Fragmente mit meist bedeutend mehr als 
einigen kB. 

25 

Chemisch aktivierte Substratoberf lachen aus Po- 
lymerwerkstoffen, einschlieJilich Polystyrol, sowie zur 
covalenten Bindung daran geeignete biologisch aktive 
Substanzen sind beispielsweise in den Literaturstellen 
30 US4736019, US4657873, US4654299, US4419444 und 

US4081329 beschrieben. Eine chemische Funktionalis- 
ierung von Polystyrol ist auch in den Literaturstellen 
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US3956219, US3886486, US3974110, OS3995094 und 
US4226958 beschrieben. 

Die Literaturstelle Church et al., Proc. Natl. Acad. 
5 Sci. USA 81:1991-1995, 1984, beschreibt eine foto- 
chemische Methode zum Vernetzen genomischer DNA Frag- 
mente auf Nylon Membranen. Aus der Literaturstelle 
Saito et al., Tetrahedron Lett., 22: 3265-3268, 1981, 
ist es bekannt, daJl primare Amingruppen mit lichtak- 

10 tiviertem Thymidin hochreaktiv sind, und dieser Prozefi 
wird als Grundlage des Mechanismus der covalenten 
Bindung von Nukleotiden an Membranen angenommen. Die 
Literaturstelle W0891154 8 beschreibt ein Verfahren 
sowie Reagenzien fur die Immobilisierung von Oligonuk- 

15 leotiden durch Bindung eines Polynukleotids, vorzug- 
sweise eines Abstandsha'lters aius poly-dT, an eine 
Nukleinsaure Probe und Fixierung des Abstandshalters 
an einem Substrat mit primaren oder sekundaren Anim- 
gruppen, beispielsweise Nylon) mittels UV-Bestrahlung. 

20 Der Abstandshalter ist langer als die Nukleinsaure- 
probe . 

Im Rahmen der Mafinahmen des Standes der Technik ist es 
regelmaftig erforderlich, eine Aktivierung der Ober- 

25 flache eines organischen Polymerwerkstof f es fiir eine 
Reaktion mit einem Oligonukleotid durchzufiihren 
und/oder einen Polymerwerkstof f einzusetzen, welcher 
primare und/oder sekundare Amingruppen tragt. Ersteres 
ist storend aufwendig. In beiden Fallen stort zudem 

30 eine verbleibende ReaktivitSt der Oberflache aufgrund 
von nicht abgebundenen reaktiven Oberf lachensites . 
Weiterhin handelt es im Rahmen der Mafinahmen des Stan- 
des der Technik meist urn lange DNA Fragmente, welche 
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immobilisierbar sind, wahrend kurze Nukleinsauren un- 
ter -vergleichbaren Bedingungen offenbar nicht adsor- 
biert werden. Schlieftlich bieten die bekannten 
Mailnahmen eine lediglich adsorptive. Bindung, welche 
5 .fur verschiedene Anwendungen nicht ausreichend stabil 
ist. 



Technisches Problem der Erfindung 

10 

Der Erfindung liegt • das technische Problem zugrunde, 
eine Verfahren zur Herstellung eines Immobilisats mit 
an einem polymeren Werkstoff fest gebundenen Nuklein- 
sauren, insbesondere Oligonukleotiden, anzugeben, 
15 welches weder eine Aktivierung der Oberflache des 
Werkstoffes' mittels Aktivierungsreagentien oder der- 
gleichen, noch einen per se aufgrund von primaren 
und/oder sekundaren Amingruppen reaktiven Werkstoff 
erf ordert . 



Grundzlige der Erfindung. 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Er- 
25 findung ein Verfahren zur Immobilisierung von Nuklein- 
sauren mit weniger als 300 Basenpaaren an einer 
Oberflache eines vorzugsweise nicht-por5sen or- 
ganischen Polymerwerkstof f s, welcher keine primaren 
und/oder sekundaren Amingruppen tragt, mit den fol- 
30 genden Verf ahrensstuf en: a) es wird eine waJirige 

Losung enthaltend eine Nukleinsaure sowie ein gelostes 
Salz -hergestellt, b) die Losung aus Stufe a) wird mit 
der Oberflache des Polymerwerkstof fs kontaktiert , c) 
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es wird die Oberflache des Polymerwerkstof fs, welche 
in Kontakt mit der Losung steht, mit UV-Licht 
bestrahlt. Nach der Stufe c) sind die Nukleinsauren 
immobilisiert und die Losung kann abgezogen werden. 
5 Die Stufe c) kann gleichzeitig oder unmittelbar nach 
der Stufe b) durchgefiihrt werden* Wenn die Stufe c) 
unmittelbar nach der Stufe b) durchgefiihrt wird, so 
ist damit eine beispielsweise manipulationsbedingte 
Zeitspanne gemeint, welche typischerweise unter 30 
10 min., meist unter 5 min-, besser unter 1 min., liegt. 
Die Nukleinsaure kann weniger als 200, insbesondere 
weniger als 100 Basenpaare aufweisen. 

Oberraschenderweise gelingt die Immobilisierung an 
15 Oberflachen von Polymerwerkstof f en, und zwar an nicht 
i zuvor chemisch oder physikalisch aktivierten Ober- 
flachen allein durch Vermittlung des in der die Nuk- 
leinsaure enthaltenden Losung vorliegenden Salzes in 
Verbindung mit der UV-Licht Bestrahlung, und zwar ohne 
20 daft vorher eine Adsorptionsverfahrenstuf e und/oder 
Aspiration durchgeftihrt wird. Offenbar findet eine 
direkte, nicht-adsorptive Immobilisierung statt. Die 
Nukleinsaure laJJt sich nach der Immobilisierung unter 
fur die Prozessierung und/oder Analyse typischen 
25 Bedingungen nicht mehr von der Oberflache ablosen. Die 
Bindung der Nukleinsaure an der Oberflache ist offen- 
bar covalent. 

Die Erfindung lehrt weiterhin ein Immobilisat mit 
30 einem Polymerwerkstof f und einer an eine Oberflache 
des Polymerwerkstof fes gebundenen Nukleinsaure, 
erhaltlich mittels des erf indungsgemalien Verfahrens, 
wobei die Oberflache planar oder die Mantelflache 



BNSDOCID: <WO. 



.0162963A2J_> 



WO 01/6296; 



PCT/DE01/00812 



6 

einer Polymerfaser ist, spwie die . Verwendung eines 
solchen Immobilisats in einem Verfahren zur Hybridis- 
ierung von Nukleinsauren, wobei die an der Oberflache 
des Polymerwerkstoffes immobilisierte Nukleinsaure 
5 eine Hybridisierungsregion aufweist, mit den folgenden 
Verfahrensstufen: a) die die Nukleinsaure tragende 
Oberflache des Immobilisats wird mit einer die 
Benetzung der Oberflache fordernden Losung behandelt, 
b) ein Teil der die Nukleinsaure tragenden Oberflache 
10 des Immobilisats wird dann mit einer Hybridisierung- 
slosung kontaktiert, wobei die Hybridisierungslosung 
die die Nukleinsaure tragende Oberflache des Immobili- 
sats selbsttatig vollstandig benetzt. Im Benetzten 
Bereich erfolgt dann die Hybridisierung und ggf. deren 
15 Detektion auf ubliche Weise. Bei. letztgenanntem Aspekt 
der Erfindung sind ein Detergenz und Salz an der Immo- 
bilisat Oberflache gebunden (beispielsweise durch 
Block-Schritt) . Die Hybridisierungslosung enthalt Tar- 
get und weist die Besonderheit auf, dafl sie sehr wenig 
20 Ionen enthalt (beispielsweise weniger als 100 mM Salz 
Gesamtkonzentration) und daruber hinaus alkalisch ist 
(pH 8 - 14). Dadurch liegen doppelstrangige DNA/RNA 
Targets als Einzelstrang vor, der erst durch Ein- 
wirkung der an der Oberflache des Immobilisats gebun- 
25 denen Detergenzien und/oder Salze bindefahig wird, Bei 
den eingesetzten Ionenstarken der Hybridisierung- 
slosung tritt eine Hybridisierung an sich namlich 
nicht auf. In diesem Zusammenhang ist ebenso wichtig, 
dafi die Hybridisierungslosung mit nur kleinem Volumen 
30 aufgebracht wird und sich als Kapillarfilm entlang der 
Oberflache verteilt. 
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Die vorstehende Verwendung 1st, bezogen auf den Ein- 
satz. einer die Benetzung fordernden Losung, von 
selbststandiger Bedeutung, und zwar unabhangig von dem 
Einsatz des erf indungsgemallen Inutiobilisats. Der Ein- 
5 satz von die Benetzung einer Oberflache fSrdernden 
Losung im Zusairanenhang rait Immobilisaten laftt sich 
namlich grundsatzlich bei beliebigen Immobilisaten 
enthaltend biologisch aktive Substanzen bzw. Material, 
also auch beispielsweise solchen mit Proteinen, Pep- 
10 tiden und/oder Zuckern einsetzen. In jedem Falle wird 
erreicht, daB eine auf das Immobilisat aufgegebene 
L5sung, enthaltend einen Bindungspartner Oder prospek- 
tiven Bindungspartner far das immobilisierte biolo- 
gisch aktive Material, sich selbsttatig praktisch uber 
15 die Oberflache des Immobilisats, einen Kapillarfilm 
bildend, ausbreitet. Hierdurch wird weniger der ■ 
aufzugebenden L6sung benotigt. Zudem wird bei Einsatz 
einer gleichen Menge einer Verbindung in der aufgege- 
benen Losung ein stSrkeres Signal bei Bindung erhal- 
20 ten, weil das Verhaltnis Grenzflache Losung/Immobili- 
sat zu Volumen der aufgegebenen Losung aufgrund der 
Ausbildung eines Kapillarf ilmes erhoht wird. Die Ana- 
lytik wird somit letztendlich empf indlicher . 

25 ErfindungsgeraaJie Immobilisate lassen sich sowohl zur 
eigentlichen Analyse (Analysatcharakterisierung) als 
auch zur Vorbereitung einer Probe verwenden, beispiel- 
sweise zur Abtrennung von spezifischen Analysat- 
bestandteilen durch Festphasenbindung aus einem 

30 komplexen Gemisch, z.B. von genomischer DNA aus Blut- 
proben oder RNA, etc, oder beispielsweise zur An- 
reicherung an der festen Phase, z.B. durch 
enzymatische Verfahren. Fur letzteres kann z.B. eine 
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Bindungsstelle fur ein Enzym, wie T7 DNA Polymerase, - 
in das immobilisierte Oligonukleotid eingebaut werden. 

5 Bevorzugte Ausf iihrungf ormen der Erfindung 

Nach der Verf ahrenstuf e c) kann eine Waschver- 
fahrensstufe durchgefiihrt werden. Hiermit werden nicht 
(covalent) gebundene Nukleinsauremolekule gleichsam 

10 abgewaschen bzw. desorbiert. Nach der Verf ahrenstuf e 
c) oder nach der Waschverfahrenstuf e kann eine 
Spiilverfahrenstufe mit einer wafJrigen Losung enthal- 
tend ein Detergenz durchgefuhrt werden. Mittels des 
Detergenz werden eventuelle reaktive Oberf lachensites, 

15 welche unbesetzt geblieben sind, abgesattigt bzw. 
blockiert, aber auch die Adhasionskrafte zwischen 
einer subsequent aufgegebenen Losung und dem Immobili- 
sat gegeniiber den Cohasionskraften in der subsequent 
aufgegebenen Losung erhoht und so die Benetzbarkeit 

20 des Immobilisats erhbht, bis zu vollstandigen 

Selbstbenetzung bzw. selbststandiger Ausbildung eines 
Kapillarf ilmes . 

Der Polymerwerkstoff kann ausgewahlt sein aus der 
25 Gruppe bestehend aus "Polyethylen (PE) , Polycarbonat 
(PC), Polyvinylchlorid (PVC) , Polystyrol . (PS) , Poly- 
therephthalat(PETP), Polyethersulf on (PES), Poly- 
etheretherketon (PEEK), Polyphenylenoxid (PPO) , 
Polyphenylensulfid (PPS), Polybuthylenterephthalat 
30 (PBT, Polyoxymethylen (POM), Polysulfon (PSU) , Poly- 
etherimid (PEI), Polyamid(PA) und Mischungen sowie 
Copolymere der Monomere solcher Polymere", insbeson- 
dere ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus 
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"Polycarbonat (PC), Polyvinylchlorid (PVC) , Polystyrol 
(PS): und Mischungen sowie Copolymere der Monomere sol- 
cher Polymer e" . 

5 Die Konzentration der Nukleinsaure in der Losung kann.' 
im Bereich von 0,0001 bis 1000 nM, vorzugsweise im 
Bereich von 1 bis 100 nM, liegen. Es versteht sich, 
dafi auch verschiedene Nukleinsauren eingesetzt werden 
konnen, jeweils in Konzentrationen, wie angegeben. 

10 

Die Gesamt konzentration des gelosten Salzes in der 
Losung liegt zweckmafiigerweise im Bereich von 0,1 bis 
6 M, vorzugsweise im Bereich von 0,1 bis 3 M. Das Salz 
kann ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus 
.15 f, MgCl 2 , CaCl 2/ NaCl, KCl, LiCl, NH 4 HC0 3 , NaHC0 3 , Na 2 C0 3 , 
NH 4 C1, NaHP0 4 , NaPi, NH 4 Ac, ftaAc, KAc, TrisHCl, HC1, 
Tris Base, KHS0 4 , K 2 S 2 0 5 , Tetraethylaramoniumchlorid, 
MOPS, HEPES, Bernsteinsaure, Diethanolamin, Ethanola- 
min, NaHC0 3 /NaCl/EDTA, PBS, TAE, Bisulfit, NaBorat, 
20 und Mischungen dieser Stoffe" . Als Salz ist ein Stoff 
bezeichnet, welcher in wSfiriger Losung in zumindest 
ein Anion und zumindest ein Kation dissoziiert. Das 
UV-Licht sollte eine Wellenlange im Bereich 1 nm bis 
480 nm, insbesondere 100 nm bis 300 nm, aufweisen. Die 
25 Bestrahlungsdauer betragt typischerweise 1 s bis 100 
min, vorzugsweise 10 s bis 10 min., beispielsweise 0,5 
bis 2 min. . Eine Strahlungsleistung, wie von einer 60 
W UV-Lampe iiber 2 min. bei einem Abstand von 15 cm 
geliefert, ist durchaus ausreichend. 

30 

Das Detergenz kann ausgewahlt sein aus der Gruppe 
bestehend aus "Tween 20, Triton X100, Brij-35, Sarko- 
sysl, und Mischungen solcher Substanzen". 
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In der Ausf uhrungsf orm eines erf indungsgemafien Immobi- 
lisats, wobei die Oberflache die Mantelflache einer 
Polymerfaser ist, sind eine Vielzahl von solchen Po- 

' 5 lymerfasern parallel oder rait in Richtung der Langser- 
streckung sich' vergroflerndem Abstand zueinander 
angeordnet und fixiert, wobei die Mantelf lachen 
benachbarter Polymerf asern einander nicht oder nur mit 
Punkt- oder Linienkontakt beruhren und wobei die 

10 ZwischenrSume zwischen den. Polymerf asern so eng bemes- 
sen sind, daB sich in den Zwischenraumen eine Kapil- 
laraszension subsequenz aufgegebener Losungen von 
zumindest 0,1 mm einstellt. 

15 Die die Benetzung. fordernde Losung kann ein Detergenz 
ausgewahlt aus 'der Gruppe, wie im vorstehenden Absatz 
beschrieben, enthalten. Die Hybridisierungslosung 
weist vorzugsweise einen pH von 7 bis 9 auf. Die Ein- 
stellung des pH kann durch Einsatz von NaOH erfolgen. 

20 

Die Erfindung kann aulier bei den ublichen planaren 
Biochips insbesondere im Zusammenhang mit besonderen 
Bauteilen eingesetzt werden mit folgendem Aufbau. 

25 Das besondere Bauteil weist eine Mehrzahl von 

Fiberelementen (Fasern) und an den Fiberelementen im- 
mobilisierte Probenmolekule selektierter Proben- 
molekiilspezies oder selektierter Probenmolekiilspezies- 
gruppen auf, wobei jedem Fiberelement eine spezifische 

30 Probenmolekulspezies oder Probenmolekulspeziesgruppe 
zugeordnet ist, und ist dadurch gekennzeichnet , daft 
die Probenmolekule an Zylindermantelf lachen der 
Fiberelemente immobilisiert sind, und daft die 
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Fiberelemente mittels eines Tragelements in radialer 
Rictitung, bezogen auf die Fiberelemente, gegeneinander 
beabstandet fixiert oder in Linienkontakt miteinander 
gebtindelt sind. Die Fiberelemente k6nnen parallel zue~ 
5 inander als Fiberelementebiindel angeordnet sein. Die 
Fiberelemente konnen optische Fiberelemente sein. Die 
Stirnflachen zumindest eines Endes der Fiberelemente, 
vorzugsweise beider Enden, konnen optisch kontaktier- 
bar sein. Alternativ oder zusatzlich ist eine elektri- 

10 sche Kontaktierung m5glich, beispielsweise zur Messung 
von Impedanzen bzw. Impedanzanderungen. Auch Auswer- 
tungen iiber Oberf lachenplasmonenresonanz und Streupro- 
zesse ist moglich. Die Fiberelemente konnen einen 
Durchmesser im Bereich von 0,01 pm bis 1000 pm 

15 und/oder eine Lange im Bereich von 0,1 \m bis 100 mm 
aufweisen. Die Fiberelemente konnen in einer Dichte 
von 1 bis 10 7 Fibern/cm 2 , bezogen auf eine radiale 
Querschnittsebene der Fiberelemente, gepackt sein. Das 
Verhaltnis Durchmesser zu Lange kann im Bereich 100 

20 bis 10~ 4 liegen. Das Tragelement kann an einem Ende 
der Fiberelemente angeordnet und die Enden der 
Fiberelemente umfassend ausgebildet sein, wobei die 
Stirnflachen der umfaiiten Fiberelemente direkt oder 
indirekt optisch und/oder elektrisch kontaktierbar 

25 sind. An beiden Enden der Fiberelemente kann jeweils 
ein Tragelement angeordnet sein. Ein Tragelement kann 
aber auch zwischen den beiden Enden der Fiberelemente, 
beispielsweise mittig, angeordnet sein. Das Tragele- 
ment kann als Lochplatte oder als Wickeltragband 

30 ausgebildet sein. Das Tragelement kann schlieJilich aus 
Bereichen der Fiberelemente ausgebildet sein durch 
Verschweilien, Verschmelzen, Verkleben oder der- 
gleichen. Die Probenmolekulspezies oder 
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Probenmolekulspeziesgruppe kann ausgewahlt sein aus 
der -Gruppe bestehend aus "DNA, RNA, PNA und Mischungen 
dieser Nukleinsauren" . Jedes Fiberelement kann Proben- 
molekiile einer jeweils selektierten, unterschiedlichen 
5 Probenmolekiilpezies tragen. Es konnen auch auf einem 
Fiberelement verschiedene Felder mit verschiedenen 
Nukleinsaurespezies vorgesehen sein, Jedes Fiberele- 
ment kann aber auch Probenmolekule einer jeweils se- 
lektierten, unterschiedlichen ProbenmolekOlspezies- 
10 gruppe tragen, wobei die Gruppenelemente jeder Proben- 
molekulspeziesgruppe gemeinsam unter Ausbildung von 
kooperativen Effekten an ein definiertes Targetmolekul 
binden. Jede Probenmolekulspeziesgruppe kann zwei 
Gruppenelemente enthalten. Ein solches besonderes Bau- 

15 teil ist herstellbar in einem Verfahren mit den fol- 
genden Verf ahrensstuf en: a) es werden eine Mehrzahl 
von Endlosfibern hergestellt, b) jede Endlosfiber wird 
durch jeweils ein Fluid enthaltend eine selektierte 
Probenmolekulspezies oder eine selektierte Proben- 

20 molekiilspeziesgruppe geleitet, c). die Probenmolekiile 
der Probenmolekulspezies oder der Probenmolekulspezi- 
esgruppe werden an den Endlosfibern (erf indungsgemSB) 
immobilisiert, d) optional werden die Endlosfibern 
zumindest einer Waschverf ahrensstuf e zugefuhrt, e) 

25 jeder Endlosfiber wird die jeweils in Stufe c) an der 
Fiber immobilisierte Probenmolekulspezies oder Proben- 
molekulspeziesgruppe direkt oder indirekt zugeordnet, 
f) von verschiedenen Endlosfibern wird jeweils ein 
Fiberelement abgeschnitten und die Fiberelemente ver- 

30 schiedener Endlosfibern werden mit einem Tragelement 
verbunden oder in Linienkontakt zueinander gebundelt 
und fixiert. Die Zuordnung kann dabei durch Zwischen- 
schaltung einer Codierung der Endlosfibern 



BNSDOCID: <WO 0162963A2_L> 



PCTYDE01/00812 
13 

beispielsweise durch Einmischung von Quantum Spots 
oder Farbstoffen in die Rohmasse der Endlosfibern vor 
der Extrusion erfolgen. Dann erfolgt die Zuordnung der 
Nukleinsaurenspezies-/-gruppe zur Position eines 
5 Fiberelements in einem fertigen Bauteil erst nach ort- 
saufgelSster Bestimmung der Codiexung. Damit ist eine* 
exakte Positionierung der Fiberelemente bei der Her- 
stellung des Bauteils obsolet. Solche Bauteile sind 
beispielsweise verwendbar in einem Verfahren zur De- 

10 tektion von Targetmolekulen, wobei optisch kontaktier- 
bare Stirnflachen der Fiberelemente optisch 
beispielsweise mit einem CCD Array oder uber 
Mikrospiegel mit einem Photomultiplier verbunden sind, 
welche sensitiv far optische Strahlung einer Nach- 

15 weiswellenlange ist, und wobei Sensorelemente des CCD 
Arrays bzw. Mikrospiegel oder deren Positionen jeweils 
den Fiberelementen zugeordnet sind, mit folgenden Ver- 
f ahrenstuf en: a) dem Biochip wird eine Losung mit 
prospektiven Targetmolekulen zugefahrt unter Bedingun- 

20 gen, bei welchen Targetmolekiile an Probenmolekule bin- 
den, b) gleichzeitig mit Stufe a) oder hieran 
anschlieflend wird der Biochip mit einer eine Nach- 
weiswellenlange anregende PrimMrstrahlung bestrahlt, 
c) gleichzeitig mit Stufe b) oder hieran anschlieflend 

25 erfolgt eine Auslesung der Signale der Sensorelemente 
des CCD Arrays oder des Photomultipliers und Aufberei- 
tung sowie Abspeicherung der Signale. 

30 Def initionen . 

Als Bauteil ist eine Anordnung bezeichnet, welche in 
diskreten und definierten Flachenbereichen, den 
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Probenmolekulf eldern, Probenmolekiile einer Proben- 
molekulspezies oder Probenmolekulspeziesgruppe tragt. 
In der Regel wird jeder Probenmolekulf eld eines Bau- 
teils eine andere Probenmolekulspeziesgruppe tragen. 
5 Die Probenmolekulfelder sind adressierbar in dem 

Sinne, daft eine direkte oder indirekte Zuordnung get- 
roffen ist/wird zwischen jedem Probenmolekulf eld bzw. 
seiner geometrischen .Lage im Rahmen des Bauteils und 
der von dem Probenmolekiilf eld getragenen 
10 Probenmolekulspeziesgruppe. 

Probenmolekiile sind Molekule, welche mit Target- 
molekulen eine spezifische Wechselwirkung eingehen 
konnen. Beispiele fur solche Wechselwirkungen sind: 
15 Protein-Aptamer, Nukleinsaure-Nukleinsaure 

(Crick/Watson oder nicht-Crick/Watson) , NuTcleinsaure- 
Ribozym, usw. 

TargetmolekOle sind Molekule, auf welche eine zu 
20 analysierende Probe, welche dem Biochip aufgegeben 
wird, untersucht wird. 

Eine Probenmolekulspezies enthalt Probenmolekiile 
ausschlieJilich einer Struktur, beispielsweise einer 
25 Sequenz im Falle von Nukleinsauren oder Proteinen oder 
Peptiden. 

Eine Probenmolekulspeziesgruppe enthalt als Grup- 
penelemente zumindest zwei Probenmolekulspezies. Hier- 
30 bei kann es bei den Probenmolekulspezies urn 

gleichartige oder verschiedenartige Probenmolekultypen 
handeln. 
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Kooperative Effekte zwischen Molekulen mehrerer Pro- 
benmolekulspezies bzw. Elementen einer Probenmolekul- 
speziesgruppe und einer Targetmolekttlspezies sind 
dadurch gekennzeichnet , daft der energetische Gewinn 
5 durch simultane Wechselwirkung zwischen jeweils den 
Molekulen der verschiedenen Probenmolekulspezies ein- 
erseits und den zwischen den verschiedenen Proben- 
molekulspezies und dem Targelmolekul insgesamt 
anderseits grolier ist als die Summe der energetischen 
10 Gewinne der Wechselwirkungen eines Molekuls jeweils 
einer Probenmolekulspezies mit einem Molekul der Tar- 
getmolekulspezies. Der zusatzlich Energiegewinn ruhrt 
also von der Kooperation zwischen den Probenmolekulen 
verschiedener Probenmolekulspezies im Bindungsf alle 
15 <^er Probenmolekule mit dem Targetmolekul . Im Falle der 
tiukleinsauren als Probenmolekule und Targetmolekiile 
ist beispielhaft Stacking zu nennen. Der Stacking Ef- 
fekt ist ein Energiegewinn durch Wechselwirkungen, 
namlich Delokalisation der *-Elektronen der hydro- 
20 phoben Ringstrukturen benachbarter Basen in doppel- 
strangigen Nukleinsauren. Der Stacking Effekt tritt 
dabei zwischen den Enden der Probennukleinsauren ein, 
wenn eine Bindung an ein Targetmolekul derartig 
stattfindet, daft die Enden der Probennukleinsauren 
25 benachbart zueinander gebunden werden. Im Falle der 
Proteine konnen kooperative Effekte aus speziellen 
Sekundarstrukturen miteinander wechselwirkender Prote- 
ine resultieren. Generell wird mit kooperativen Effek- 
ten eine hohere Spezifitat einer Bindung zwischen 
30 Probenmolekulen und einem Targetmolekul erreicht. 

Ein Hybridisierungbereich ist ein Sequenzbereich einer 
Probennukleinsaure, welche mit einer 
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Targetnukleinsaure hybridisieren .kann. Ein Spacer- 
bereich oder Abstandshalterbereich ist eine an einem 
Ende der ProbennukleinsSure gebundene Gruppe, welche 
mit einer zweiten Bindungsstelle an dem Proben- 
5 molekiilf eld gebunden ist. Ein Spacerbereich ist zweck- 
maMgerweise so gestaltet, daft eine Bindung bzw. 
Hybridisierung mit einem Targetmolekul nicht stattfin- 
den kann. Ein Spacerbereich kann beispielsweise aus 
einem nicht-hybridisierenden Oligonukleotid gebildet 

10 sein. Mit einem Spacerbereich wird erreicht, daft ein- 
erseits der Hybridisierungsbereich in ausreichendem 
Abstand zur Oberflache des Probenmolekulf eldes 
angeordnet wird und andererseits der Hybridis- 
ierungsbereich gleichsam f lexibilisiert wird und fol- 

15 glich ohne sterische bzw. konf ormationsbedingte 
Restriktionen an ein Targetmolekul binden kann. 

Als Fiberelemente sind von einer Endlosfiber ab- 
geschnittene Stiicke bezeichnet. In der Regel wird der 
20 Schnitt in einer Ebene orthogonal zur LSngserstreckung 
der Endlosfiber ausgefuhrt sein, es ist jedoch 
selbstverstandlich auch eine demgegenUber weniger als 
90° abgewinkelte Schnittebene m5glich. 

25 Eine Endlosfiber ist ein stabartiges oder fadenartiges 
Gebilde, mit gegenuber der Lange von Fiberelementen 
grofter Langserstreckung, welches typischerweise mit- 
tels Ziehtechnologien, Blastechnologien und/oder Ex- 
trusionstechnologien hergestellt und auf Trommeln oder 

30 dergleichen aufgewickelt und bevorratet sein konnen. 

Eine Endlosfiber und/oder ein Fiberelement kann in 
einer zur Langserstreckung orthogonalen Querschnitts- 
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ebene die verschiedensten Querschnittsformen auf- 
weisen. Lediglich bevorzugt ist ein im wesentlichen 
kreisfSrmiger Querschnitt. Insofern umfalit der Begriff 
der Zylindermantelflache im Rahmen der Erfindung auch 
5 MantelflSchen im Falle nicht-kreisformiger Quer- 

schnitte. Insofern bezeichnet der Begriff der radialen 
Richtung im Rahmen der Erfindung alle Richtungen in 
einer Querschnittsebene. Insofern bezeichnet 
schlieBlich der Durchmesser im Rahmen der Erfindung d 
10 = 2 * (F/2*) 0 ' 5 , wobei F die Querschnittsf lache (belie- 
biger Form) ist. 

Die StirnflMche eines Fiberelementes ist durch einen 
Schnitt durch eine Endlosfiber gebildet. 

15 

Beabstandung der Fiberelemente meint, dafi die Man- 
telflachen benachbarter Fiberelemente einander nicht 
beriihren oder uber Nasen gegeneinander abgestutzt 
sind. Die Kontaktf lachen liegen jedenfalls unterhalb 
20 von 1% der Gesamtoberf lache der Fiberelemente. 

Ein Fiberelementebiindel weist in der Regel zueinander 
coplanare Stirnflachen der gebiindelten Fiberelemente 
auf . Es ist aber auch mdglich, innerhalb eines 
25 Fiberelementebundels Gruppen von Fiberelementen mit 
jeweils coplanaren Strinflachen auszubilden, wobei die 
Strinflachen von Fiberelementen unterschiedlicher 
Gruppen zueinander nicht coplanar sind. 

30 Optische Fiberelemente sind optisch transparent fur 
elektromagnetische Strahlung zumindest in einem Teil- 
bereich der Bereiche IR, sichtbares Licht und/oder UV. 
Optisch transparent meint, daii die Dampfung der 



BNSDOCID: <WO 0162963A2J_> 



WO 01/6296; 



PCT/DE01/00812 



18 

elefctromagnetischen Strahlung ausreichend gering ist, 
um <5ine Detektion an einem Ende eines Fiberelements 
erzeugter elektromagnetischen Strahlung an dem 
gegenuberliegenden Ende des Fiberelementes mittels 
5 ablicher Detektionst.echnologien zu erlauben. 

Der Begriff der optischen Kontaktierbarkeit bezeichnet 
eine Aufbereitung einer Teilflache eines Fiberelemen- 
tes, welche die Emission von elektromagnetischer 
10 Strahlung aus dem Fiberelement heraus durch die 

Teilflache erlaubt. Eine starke Streuung ist moglichst 
zu vermeiden. Ggf. konnen die Teilflachen auf 
geeignete Weise bearbeitet, beispielsweise geglattet 
oder poliert werden. 

15 

Ein nicht-poroser Werkstoff weist einen "■ PorositStsgrad 
(offene Porositat) , meJibar mittels der Xylol-Methode, 
von weniger als 1%, vorzugsweise weniger als 0,1%, 
noch besser weniger als 0,01%, auf (Porenvolumen/Ge- 
20 samtvolumen WerkstUck) . 

Detergenzien sind Grenzf lachenspannungen herabsetzende 
Substanzen, insbesondere Tenside, ionisch, 
nichtionisch oder ampholytisch. 

25 

Eine die Benetzung einer OberflSche fordernde Losung 
enthalt typischerweise ein oder mehrere Detergenzien. 
.Ob eine Losung das Kriterium der Forderung der 
Bentzung erfullt lafit sich feststellen, indem zwei 
30 definierte Kapillaren aus dem Polymerwerkstof f herg- 
estellt werden, wobei ein der Kapillaren mit der 
Losung behandelt wird und die zweite dagegen nicht. 
Dann wird fur beide Kapillaren die Kapillaraszension 
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rait beispielsweise einer Hybridisierungslosung unter 
gleichen Bedingungen bestimmt. Wenn die Kapillaraszen- 
sion in der behandelten Kapillaren grofter ist als in 
der unbehandelten, so ist die eingesetzte LSsung die 
5 Benetzung fordernd. 

Ira Folgenden wird die Erfindung anhand von nicht lim- 
itierenden Ausf tihrungsbeispielen naher erlautert. 

10 

Beispiel 1: Iramobilisierung einer Nukleinsaure 

Es wurde eine wafirige Losung hergestellt enthaltend 
ein Oligonukleotid mit der Sequenz (T)20-ATT CTA GCT 

15 AGT TCA ACT TC (10 nM) , MgCl 2 (0,2 M) , NaCl (1,0. M) 
und Tris (0,1 M) , wobei ein pH von 8 eingestellt war. 
1 pi dieser Losung wurde auf ein Polycarbonat Plat- 
tchen aufgebracht und das Polycarbonat Plattchen mit 
der aufgebrachten Losung fur 1 rain, mit UV-Licht der 

20 Wellenlange 254 nm bestrahlt. Das Plattchen wurde 
anschlieliend mit einer Detergens-haltigen LSsung 
gespiilt. 



25 Beispiel 2: Immobilisierung einer Nukleinsaure 
( Vergleichsbeispiel ) 

Es wurde wie in Beispiel 1 vorgegangen mit dem Unter- 
schied, daft eine Bestrahlung mit UV-Licht nicht durch- 
30 gefuhrt wurde. 
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Beispiel .3: Hybridisierung der Immobilisate aus den . 
Beispielen 1 und 2. . 

Die Plattchen wurden jeweils in eine Hybridisierungs- 
5 losung enthaltend ein mit Biotin markiertes Oligonuk- 
leotid mit der Sequenz GCT GAA ATG'GCA ATG GAA GTT GAA 
CTA GCT eingebracht und es wuirde eine Inkubation Ober 
10 min. bei 20 °C durchgefuhrt. Dannach wurde mit einer 
losung gemS/5 der Hybridisierungsldsung, jedoch ohne 

10 das Oligonukleotid nachgesptilt . Sodann erfolgte eine 
Untersuchung auf Hybridisierung mittels eines 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugats und einem col- 
orimetrischen Substrat. Das Plattchen aus Beispiel 1 
zeigt eine Verfarbung, was die Koppelung des Oligonuk- 

15 leotids im Rahmen der Malinahmen des Beispiels 1 
belegt. Das Plattchen aus Beispiel 2 zeigte dagegen 
keine Verfarbung; eine Bindung des Oligonukleotids an 
der Oberflache hatte also ohne Bestrahlung nicht 
stattgef unden . 

20 

.Beispiel 4: Untersuchung der Bindungsf estigkeit des 
Oligonukleotids bei dem Plattchen aus 
Beispiel 1. 

25 

Versuche zur AblOsung des Oligonukleotids von der 
Oberflache des Plattchens mit Losungen enthaltend SDS, 
1M NaOH und/oder chaotropen Reagenzien bei 100 °C und 
uber 2 h in waliriger Losung zeigten, dalb das Oligonuk- 
30 leotid fest gebunden bleibt. Solche Bedingungen waren 
geeignet nicht-covalente Wechselwirkungen zwischen dem 
Oligonukleotid und dem Plattchen aufzuheben. 
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Beispiel 5: Versuche mit anderen Polymerwerkstof f en . 

Die Versuche aus den Beispielen 1 bis 4 wurden wieder- 
5 holt mit dem Unterschied, daii das Plattchen anstatt 
aus Polycarbonat aus Polystyrol oder Polyvinylchlorid 
bestand. Diese beiden Polymere enthalten ebenfalls 
keine primaren oder sekundaren Amingruppen. In alien 
Versuchen wurde Ergebnisse entsprechend der Beispiel 1 
10 bis 4 erhalten. 



Beispiel 6: Anwendung einer die Selbstbenetzung 
fordernden Losung. 

15 

Es wurde ein Immobilisat gemafi dem Beispiel 1 herg- 
estellt, mit dem Unterschied, daJi der Polymerwerkstof f 
Polystyrol und zu einer Mikrotestplatte (MTP) geformt 
war. Die MTP wurde dann mit einer die Selbstbenetzung 
20 fordernden Losung enthaltend NaCl (0,75 M) , Natrium- 
citrat (0,075 M) , Tween e 20 (0,05 Gew.-%, bezogen auf 
das Gesamtgewicht Losung) und optional Natriumazid 
(0,05 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht LSsung) 
gespiilt . 

25 

Sodann wurden zur Hybridisierung in einem Kapillarfilm 
5 pi einer 10 mM NaOH enthaltend 1 pM eines mit Biotin 
markierten Oligonukleotids mit der Sequenz GCT GAA ATG 
GCA ATG GAA GTT GAA CTA GCT in die Vertiefung der MTP 
30 eingebracht. 

Aufgrund der Kombination oberf lachengebundenes Deter- 
gens und leicht alkalische Hybridisierungslosung 
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.erfolgte nicht nur eine Benetzung der gesamten Vertie- 
fung der MTP durch einen Kapillarf ilm, sondern 
gleichzeitig eine Stabilisierung und Hybridisierung 
des Targets an die immobilisierten Nukleinsauren. Nach 
5 15 min. Inkubation bei 20 °C konnte eine Hybridis- 
ierung mittels eines Streptavidin Peroxidase Konjugats 
sowie eines colorimetrischen Substrats nachgewiesen 
werden. 

10 Kontrollvertiefungen, welche mit einem hoheren Volumen 
(10 bis 200 pi) beschickt wurden, zeigten eine ab- . 
nehmende Signalstarke . 

Weitere Versuche zeigten, daJi die Bindung von Deter- 
15 genzien an die Oberflache wichtig ist, einerseits zur 
Erzeugung eines Kapillkrf ilraes und andererseits um 
eine Stabilisierung/Hybridisierung vorher denaturi- 
erter Nukleinsauren direkt an der OberflSche zu be- 
wirken. Eine Nukleinsaure, welche in einer neutralen 
20 oder alkalischen Losung (entsprechend 1 bis 200 mM 
NaOH) denaturiert vorliegt, wird somit ausschlielilich 
bei Kontakt mit der Oberflache hybridisierungsf ahig 
gemacht . 

25 

Beispiel 7: Immobilisierung mit verschiedenen Salzen 
bei verschiedenen Konzentrationen . 

Bindung wurde festgestellt fur jeweils die folgenden 
30 Salze bei verschiedenen pH Werten: MgCl,, CaCl 2 , NaCl, 
KC1, LiCl, NH.HCO,, NaHC0 3 , Na 2 C0 3 , NH 4 C1, NaHP0 4/ NaPi, 
NH 4 Ac, NaAc, KAc, TrisHCl, HC1, Tris Base, KHS0 4 , 
K 2 S 2 0 5 , Tetraethylammoniumchlorid, MOPS, • HEPES, 
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BernsteinsMure, Diethanolamin, Ethanolamin, 
NaHC0 3 /NaCl/ EDTA, PBS,. TAE, Bisulfit und NaBorat. 
Dabei war eine Konzentration von 100 mM eingestellt. 

.5* Einige dieser Salze wurden auf konzentrationsabhangig- 
keit untersucht. NaCl, NH 4 C1 und NaPi bewirkten bis 
hinunter zu 10 mM 100% Bindung, bei 5 mM 80% Bindung 
und bei 1 mM und weniger 0% Bindung. NaHC0 3 verhielt 
sich gleich nur mit lediglich 60% Bindung bei 5 mM. 

10 MgCl 2 zeigte bis 10 mM'100% Bindung, gefolgt von 80% 
Bindung bis hinunter zu 0,1 mM. KHS0 4 zeigte 100% 
Bindung bis hinunter zu 5 mM, 80% Bindung bei 1 mM und • 
0,5 mM sowie 60% Bindung bei 0,1 mM. NH 4 Ac zeigte bis 
10 mM 100% Bindung, bis 1 mM 80% Bindung und bis 0,1 

15 mM 40% Bindung. Es ist davon auszugehen, daji auch die : 
weiteren Salze jedenfalls bis hinunter zu 5 mM zumind- 
est 80% Bindung zeigen, jedenfalls bei 10 mM 100% 
Bindung. 



20 



25 



30 
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Patentanspruche : 

1. Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauren mit 
weniger als 300 Basenpaaren an einer Oberflache 
5 eines organischen Polymerwerkstof f s, welcher keine 

primaren und/oder sekundaren Amingruppen tragt, mit ' 
den folgenden Verfahrensstuf en: 

a) es wird eine waflrige Ldsung enthaltend 

10 eine Nukleinsaure sowie ein gelostes Salz 

hergestellt, 

b) die Losung aus Stufe a) wird mit der 
Oberflache des Polymerwerkstof fs 

15 kontaktiert, 

c) es wird die Oberfl&che des Po- 
lymerwerkstof fs, welche in Kontakt mit 
der Losung steht, mit UV-Licht bestrahlt. 

20 



Verfahren .nach Anspruch 1, wobei nach der Ver- 
fahrenstufe c) eine Waschverf ahrensstuf e durchge- 
fuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei nach der 
Verfahrenstufe c) oder nach der Waschverf ahrenstufe 
eine Spulverf ahrenstufe mit einer waBrigen Losung 
enthaltend ein Detergens durchgefiihrt wird. 



2. 



25 
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4,. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei 
der Polymerwerkstof f ausgewahlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus "Polyethylen (PE) , Polycarbonat (PC), 
Polyvinylchlorid (PVC) , Polystyrol (PS), Polythere- 
5 phthalat (PETP) , Polyethersulf on (PES), Polyethere- 
therketon (PEEK) , Polyphenylenoxid (PPO), 
Polyphenylensulfid (PPS) , Polybuthylenterephthalat 
(PBT), Polyoxymethylen (POM), Polysulfon (PSU) , 
Polyetherimid (PEI), Polyamid (PA) und Mischungen 
10 sowie Copolymere der Monomere solcher Polymere", 
insbesondere ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus "Polycarbonat (PC), Polyvinylchlorid (PVC), 
Polystyrol und Mischungen sowie Copolymere der 
Monomere solcher Polymere", 

15 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei 
die Konzentration der Nukleinsaure in der Losung im 
Bereich von 0,0001 bis 1000 nM, vorzugsweise im 

20 Bereich von 1 bis 100 nM, liegt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei 
die Gesamtkonzentration des gelosten Salzes in der 

25 Losung im Bereich von 0,1 mM bis 6 M, vorzugsweise 
im Bereich von 0,1 bis 3 M, insbesondere 0,1 bis 
0,2 M, liegt. 

30 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei 
das Salz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus "MgCl 2 , CaCl 2 , NaCl, KCl, LiCl, NH<HC0,, NaHC0 3 , 
Na 2 C0 3 , NH,C1, NaHP0 4 , NaPi, NH 4 Ac, NaAc, KAc, 
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TrisHCl, tfCl, Tris Base, KHS0 4 , K 2 S 2 0 5/ Tetraethy-. 
^anunoniumchlorid, MOPS, HEPES, Bernsteinsaure, Di~ 
ethanolamin, Ethanolamin, NaHC0 3 /NaCl/EDTA, PBS, 
TAE, Bisulfit, NaBorat, und Mischungen dieser 
5 Stoffe". 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei 
das UV-Licht eine Wellenlange im Bereich 1 nm bis 

10 480 nm, insbesondere 100 nm bis 300 nm, aufweist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 8, wobei 
das Detergenz ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 

15 hend aus "Tween 20, Triton X100, Brij-35, Sarko- 
sysl, und Mischungen solcher Substanzen" . 

10. Immobilisat mit einem Polymerwerkstof f und einer 
20 an eine Oberflache* des Polymerwerkstof fes gebun- 

denen Nukleinsaure, erhaltlich mittels eines Ver- 
fahrens nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei 
die Oberflache planar Oder die Mantelflache einer 
Polymerfaser ist. 

25 

11. Verwendung eines Immobilisats nach Anspruch 10 in 
einem Verfahren zur Hybridisierung von Nuklein- 
sauren, wobei die an der Oberflache des Po- 

30 lymerwerkstoffes immobilisierte Nukleinsaure eine 
Hybridisierungsregion aufweist, mit den folgenden 
Verf ahrensstuf en: 
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a) die die NukleinsSure tragende Oberflache 
des Immobilisats wird mit einer die 
Benetzung der Oberflache fordernden 
Losung behandelt, 

5 

b) ein Teil der die Nukleinsaure tragenden 
Oberflache des Immobilisats wird dann mit 
einer Hybridisierungsl6sung kontaktiert, 
wobei die Hybridisierungsldsung die die 

10 Nukleinsaure tragende Oberflache des Im- 

mobilisats selbsttatig vollstandig 
benetzt. 



15 12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die die 

Benetzung fordernde Losung ein Detergenz aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus "Tween 20, 
Triton X100, Brij-35, Sarkosysl, und Mischungen 
solcher Substanzen" enthalt. 

20 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Hy- 
bridisierungslosung einen pH von 6,5 bis 11, vor- 
zugsweise 7 bis 9, aufweist. 

25 



30 
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